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· 论著 ·

电针通过调控脊髓小胶质细胞P2X7R/NLRP3信号通路减轻

神经病理性疼痛

樊展，邹璟，乐薇
（武汉市第一医院针灸科，武汉  430022）  

摘要  目的 探讨电针 （EA） 通过调控脊髓小胶质细胞P2X7R/NLRP3信号通路减轻神经病理性疼痛 （NP） 的作用及机制。方

法  采用坐骨神经分支选择性损伤 （SNI） 法构建大鼠NP模型。将大鼠随机分为假手术 （Sham） 组、SNI组、EA组、EA+BzATP组，

每组8只。EA组和EA+BzATP组选取环跳穴、阳陵泉穴行EA干预，1次/d，连续7 d，每次电针结束10  min后腹腔注射生理盐水或

BzATP （50  μg/kg）。检测大鼠机械缩足反射阈值 （MWT）、热缩足反射潜伏期 （TWL）。用免疫荧光染色观察脊髓小胶质细胞活化

状态及P2X7R+/Iba-1+共定位水平； 用ELISA检测脊髓白细胞介素 （IL） -1β、IL-18含量； 用Western blotting检测脊髓P2X7R/NLRP3

信号通路相关蛋白及促炎性细胞因子表达。结果  与Sham组比较，SNI组大鼠MWT、TWL显著降低，脊髓小胶质细胞呈活化状

态，P2X7R/NLRP3信号通路相关蛋白及促炎性细胞因子表达均显著升高 （P < 0.001）； 与SNI组比较，EA组大鼠MWT、TWL显著

升高，小胶质细胞活化受抑，信号通路相关蛋白及促炎性细胞因子表达显著下调 （P < 0.001）。BzATP可明显逆转EA的上述调

控效应 （P < 0.001）。结论  EA可显著改善NP大鼠的痛觉敏化，其作用机制与抑制脊髓小胶质细胞活化、抑制P2X7R/NLRP3信

号通路激活及减少促炎性细胞因子释放相关，P2X7R可能是EA发挥镇痛作用的关键靶点。
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Electroacupuncture alleviates neuropathic pain by regulating the P2X7R/NLRP3
signaling pathway in spinal microglia

FAN Zhan，ZOU Jing，LE Wei
（Department of Acupuncture and Moxibustion，Wuhan No.1 Hospital，Wuhan 430022，China） 

Abstract  Objective To investigate the effect and mechanism of electroacupuncture （EA） in alleviating neuropathic pain （NP） by re-
gulating the P2X7R/NLRP3 signaling pathway in spinal microglia. Methods  Rats were randomly divided into the following four groups

（n = 8 per group）：Sham，sparing of nerve injury （SNI），EA，and EA+BzATP. The NP model was established in Sprague-Dawley rats by using 

the SNI method. In the EA and EA+BzATP groups，EA was applied at the Huantiao and Yanglingquan acupoints once daily for 7 consecu-
tive days. Ten minutes after each EA session，normal saline or 50 μg/kg BzATP was administered intraperitoneally. Mechanical withdrawal 

threshold （MWT） and thermal withdrawal latency （TWL） were measured，and immunofluorescence staining was used to observe the spinal 

microglial activation status and colocalization level of P2X7R+/Iba-1+. ELISA was performed to detect IL-1β and IL-18 levels in the spinal 

cord. Western blotting was performed to detect the expression of P2X7R/NLRP3 pathway-related and pro-inflammatory proteins in the 

spinal cord. Results  Compared with the Sham group，the SNI group showed significantly decreased MWT and TWL，activated spinal 

microglia，and significantly increased expression of P2X7R/NLRP3 pathway-related proteins and pro-inflammatory cytokines （P < 0.001）. 

Compared with the SNI group，the EA group exhibited significantly increased MWT and TWL，inhibited microglial activation，and signi-
ficantly downregulated expression of pathway-related proteins and pro-inflammatory cytokines （P < 0.001）. BzATP treatment significantly 

reversed the regulatory effects of EA （P < 0.001）. Conclusion  EA can significantly improve hyperalgesia in NP rats，and its mechanism 

is associated with inhibiting the activation of spinal microglia，downregulating the activation of the P2X7R/NLRP3 signaling pathway，and 

reducing the release of pro-inflammatory factors. Thus，P2X7R may be a key target for EA to exert its analgesic effects.
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神经病理性疼痛 （neuropathic pain，NP） 是以神

经系统痛觉神经元异常敏化为核心特征的慢性疾

病，全球患病率约为6.9%~10%［1-2］。治疗NP现有药

物疗效有限、手术创伤大，亟需探索安全有效的中
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医干预方案［3］。神经炎症与脊髓小胶质细胞过度活

化是NP发生与维持的核心病理机制［4］。小胶质细

胞激活后可启动下游炎症级联反应，而P2X7受体 

（P2X7 receptor，P2X7R） 作为小胶质细胞膜关键嘌

呤能受体，可介导核苷酸结合结构域富含亮氨酸重

复序列和含热蛋白结构域受体3 （nucleotide-binding 

domain leucine-rich repeat and pyrin domain-containing 

receptor 3，NLRP3） 炎症小体组装活化，促进白细胞

介 素 （interleukin，IL） -1β、IL-18释 放，放 大 痛 觉 信

号［5-7］。电 针 （electroacupuncture，EA） 是 针 灸 治 疗

慢性疼痛的常用疗法，可安全有效地减轻NP，其机

制可能与抑制神经炎症、调控小胶质细胞活化有

关［8-9］。但EA是否通过靶向脊髓小胶质细胞P2X7R/

NLRP3信号通路发挥抗炎镇痛效应，目前尚未明确。

本研究采用NP大鼠模型，选取环跳穴与阳陵泉穴进

行EA干预，并联合P2X7R特异性激动剂BzATP，探讨

EA对脊髓小胶质细胞P2X7R/NLRP3信号通路的调

控作用及其潜在机制，为其临床应用推广奠定理论

基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物：8周龄雄性SD大鼠，体重180~230 

g，购自赛业 （苏州） 生物科技有限公司，饲养于SPF

级环境，温度22~25 ℃，相对湿度50%~60%，12 h光/

暗循环。本研究获得武汉市第一医院实验动物伦理

审查委员会批准［ （2025） 伦审第 （017） 号］。

1.1.2 主要试剂与仪器：BzATP （美国Sigma公司）；

酶联免疫吸附试验 （enzyme-linked immunosorbent as-

say，ELISA） 试剂盒 （杭州联科生物技术有限公司）；

离子钙结合适配分子1 （ionized calcium-binding adap-

ter molecule 1，Iba1） 抗体 （美国Proteintech公司）；荧

光标记二抗 （美国ThermoFisher Scientific公司）；RIPA

裂解液、BCA蛋白定量试剂盒、ECL化学发光试剂盒 

（上海碧云天生物技术股份有限公司）。SDZ-V型

电针仪 （苏州医疗用品厂有限公司）；Von Frey纤维

丝 （美国Stoelting公司）；BME-410C全自动热痛刺激

仪 （成都泰盟科技软件有限公司）；激光共聚焦扫描

显微镜 （德国ZEISS公司）；荧光显微镜 （日本OLYM-

PUS公司）。

1.2 方法

1.2.1 分组与干预：采用坐骨神经分支选择性损

伤 （sparing of nerve injury，SNI） 法 建 立NP模 型。异

氟烷麻醉大鼠后，暴露其右侧坐骨神经，结扎并离

断腓总神经、胫神经，保留腓肠神经。术后3  d时，通

过疼痛行为学检测验证造模成功。采用随机数字表

法 将 大 鼠 分 为Sham组、SNI组、EA组 和EA+BzATP

组，每组8只。Sham组仅进行神经暴露；SNI组、EA

组、EA+BzATP组 均 进 行SNI造 模。造 模 后 第4天 开

始进行干预，选取右侧环跳穴 （GB30） 与阳陵泉穴 

（GB34） 行电针干预：频率15 Hz，电流0.5~1.5 mA，30 

min/次，1次/d，连续7 d；Sham组、SNI组仅作同等时长

固定。每次EA结束10 min后，EA+BzATP组腹腔注射

50 μg/kg BzATP，其余组注射等量生理盐水。干预结

束后进行行为学检测。处死大鼠后，取L4~6节段脊髓

冻存备用。

1.2.2 疼 痛 行 为 学 检 测：于SNI术 后 第0、4、11天，

采用单盲法检测大鼠机械缩足反射阈值 （mechani-

cal withdrawal threshold，MWT） 和热缩足反射潜伏期 

（thermal withdrawal latency，TWL）。MWT采 用Von 

Frey纤维丝刺激大鼠右足底，记录引发缩足反应的

最小刺激力。TWL采用热痛刺激仪照射大鼠足底，

记录抬足回避潜伏期，最长照射时间30 s。

1.2.3 免疫荧光染色：常规固定、蔗糖脱水脊髓组

织，制备5 μm冷冻切片。单标：切片用5%驴血清和

0.3% Triton X-100室温封闭1  h，加山羊源Iba-1一抗，

（1 ∶ 100） 4 ℃过夜，PBS洗涤后，加FITC标记二抗， 

（1 ∶ 50） 室温避光2  h，DAPI染核，封片后荧光显微

镜观察，用ImageJ软件分析Iba-1+细胞数/mm2。双标：

切片同时孵育兔源P2X7R抗体 （1 ∶ 100） 与山羊源

Iba-1抗体 （1 ∶ 200） 混合液，4 ℃过夜，PBS洗涤后，

加Alexa Fluor 546标记驴抗山羊抗体 （1 ∶ 200） 与

Alexa Fluor 488标记山羊抗兔抗体 （1 ∶ 200） 混合

液，室温避光2 h，DAPI染核，激光共聚焦显微镜观察，

用ImageJ软件分析P2X7R+/Iba-1+共定位细胞比例。

1.2.4 ELISA：制备脊髓组织匀浆上清，按照试剂盒

说明书检测IL-1β、IL-18含量。

1.2.5 Western blotting：提取脊髓总蛋白，BCA法定

量后，经SDS-PAGE电泳、转膜、封闭，孵育cleaved IL-

1β、IL-18、Iba-1、P2X7R、NLRP3、凋亡相关斑点样蛋

白 （apoptosis-associated speck-like protein containing 

a CARD，ASC）、caspase-1、cleaved caspase-1一抗及
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HRP二抗，ECL化学发光显影。以β-actin为内参，采用

ImageLab软件分析蛋白相对表达量。

1.3 统计学分析

采用SPSS 21.0软件进行统计学分析。计量资料

以x-±s表示。组内不同时间点动态检测的疼痛行为

学指标比较采用重复测量两因素方差分析；单一时

间点检测指标多组间比较采用单因素方差分析，组

间两两比较采用Dunnett’s检验。P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 EA改善SNI大鼠疼痛敏化

重复测量方差分析显示，各组MWT和TWL均存

在显著的时间效应、组间效应及时间-组间交互效

应 （MWT，F时间=128.653、F组间=196.32、F交互=115.878；

TWL，F时间=98.422、F组间=146.596、F交互=89.763，均P < 

0.001）。术后4 d，SNI组、EA组和EA+BzATP组MWT

与TWL较Sham组显著降低 （P < 0.001），提示SNI模型

构建成功。术后11 d，EA组MWT与TWL较SNI组显著

升高 （P < 0.001），而EA+BzATP组MWT、TWL均显著

低于EA组 （P < 0.001）。见表1。

2.2 EA抑制SNI大鼠脊髓小胶质细胞活化

与Sham组相比，SNI组脊髓Iba-1蛋白表达增加，

脊髓背角Iba-1+细胞数量增多、荧光增强，细胞形态

呈活化态的阿米巴状 （P < 0.001）。EA组Iba-1表达

显著下调，小胶质细胞活化受到抑制，恢复静息形

态；EA+BzATP组小胶质细胞活化水平较EA组显著

回升 （P < 0.001）。见图1。

表1  各组大鼠术后MWT与TWL比较

Tab.1  Comparison of MWT and TWL among rat groups after surgery

Item Sham group （n = 8） SNI group （n = 8） EA group （n = 8） EA+BzATP group （n = 8） F P

MWT （g） 

  0 d 13.12±1.22 12.92±1.18 12.85±1.05 12.90±1.12 0.086 0.967

  4 d 11.88±1.15   5.25±0.561）   5.30±0.591）   5.28±0.571） 151.074 <0.001

  11 d 12.75±1.08   3.18±0.521） 10.25±0.882）   5.65±0.753） 216.789 <0.001

TWL （s） 

  0 d   3.50±0.38   3.45±0.25   3.38±0.39   3.42±0.21 0.203 0.893

  4 d   3.38±0.28   2.55±0.321）   2.40±0.391）   2.28±0.341） 17.654 <0.001

  11 d   3.25±0.27   1.18±0.181）   3.15±0.282）   1.95±0.223） 144.107 <0.001

1） P < 0.001 vs. Sham group；2） P < 0.001 vs. SNI group；3） P < 0.001 vs. EA group.

A，relative expression of Iba-1 protein detected by Western blotting；B，immunofluorescence staining showing the number of Iba-1+ cells in the spinal dor-

sal horn （scale bar = 100 μm） . ***P < 0.001.

图1  各组大鼠脊髓组织Iba-1表达及小胶质细胞形态变化

Fig.1  Iba-1 expression and morphological changes of microglia in the spinal cord of rats in each group
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2.3 EA下调SNI大鼠脊髓小胶质细胞中P2X7R表达

免疫荧光染色结果显示，Sham组脊髓仅有少

量Iba-1+细胞，几乎无P2X7R+表达。SNI组P2X7R+/

Iba-1+共定位细胞数量及P2X7R阳性小胶质细胞比

例均显著增加 （P < 0.001），且小胶质细胞呈活化形

态。EA组P2X7R+/Iba-1+细胞数量及P2X7R+小胶质

细胞比例明显降低 （P < 0.001）。EA+BzATP组 上

述2项指标均显著高于EA组 （P < 0.001）。见图2。

A，double-label immunofluorescence staining （scale bar = 400 μm） . Green represents P2X7R，red represents Iba-1，blue represents DAPI，and yellow 

represents co-expression signals. B，number of P2X7R+/Iba-1+ co-localized cells；C，proportion of P2X7R+ microglia. ***P < 0.001.

图2  各组大鼠脊髓背角P2X7R与Iba-1的共表达情况

Fig.2  Co-expression of P2X7R and Iba-1 in the spinal dorsal horn of rats in each group
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2.4 EA抑制SNI大鼠脊髓促炎性细胞因子释放与

P2X7R/NLRP3信号通路激活

与Sham组相比，SNI组脊髓IL-1β、IL-18含量及

cleaved IL-1β、IL-18、P2X7R、NLRP3、ASC、caspase-1、

cleaved caspase-1蛋白相对表达量均显著升高（P <  

0.001）。EA组上述指标均显著低于SNI组 （P < 0.01）；

而EA+BzATP组上述指标均显著高于EA组 （P  < 

0.001）。见表2、图3。

3 讨论

本研究采用SNI法建立了NP大鼠模型，并通过

EA联合P2X7R特异性激动剂BzATP干预，系统探讨

了EA调控脊髓小胶质细胞P2X7R/NLRP3信号通路

的镇痛效应及其潜在机制。造模后大鼠MWT与TWL

显著降低，提示NP模型构建成功［10-11］。本研究发现，

EA干预可明显回升痛阈、改善痛觉敏化，而BzATP

可显著逆转EA的镇痛效应，初步证实了P2X7R是EA

镇痛的关键作用靶点［12-13］。

脊髓小胶质细胞的异常活化是NP中枢敏化的

重要病理基础［14］。Iba-1是小胶质细胞的特异性标

志物，本研究中，SNI组脊髓Iba-1表达显著升高，小

胶质细胞呈活化形态。EA干预可显著抑制小胶质

细胞过度活化、下调Iba-1表达，给予BzATP后小胶

质细胞活化水平再度回升，趋近SNI组状态。免疫荧

光双标染色进一步证实，活化小胶质细胞P2X7R高

表达，EA可显著降低P2X7R+/Iba-1+共定位水平，而

中国医科大学学报  第55卷
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表2  各组大鼠脊髓组织促炎性细胞因子及P2X7R/NLRP3信号通路相关蛋白表达量比较

Tab.2  Comparison of pro-inflammatory cytokine  levels and expression of P2X7R/NLRP3 pathway-related proteins  in  the spinal cord 

among rat groups

Item Sham group （n = 8） SNI group （n = 8） EA group （n = 8）
EA+BzATP group

 （n = 8）
F P

IL-1β （pg/mL） 15.28±2.15 68.45±5.32 32.65±4.182） 49.72±4.864） 84.288 <0.001

IL-18 （pg/mL） 12.46±1.83 59.38±4.951） 28.52±3.942） 43.69±4.514） 76.330 <0.001

Cleaved IL-1β/β-action 1.00±0.02   3.40±0.051）   0.82±0.013）   3.21±0.044） 5 017.630 <0.001

IL-18/β-action 1.01±0.02   2.11±0.061）   1.23±0.043）   1.95±0.044） 480.611 <0.001

P2X7R 1.01±0.03   3.64±0.061）   1.53±0.043）   3.55±0.044） 2 880.455 <0.001

NLRP3 1.00±0.01   3.21±0.051）   1.54±0.033）   2.25±0.044） 2 147.608 <0.001

Caspase-1 1.00±0.02   2.83±0.051）   1.02±0.033）   2.64±0.044） 2 217.685 <0.001

Cleaved caspase-1 1.01±0.01   4.26±0.061）   0.96±0.013）   3.82±0.054） 5 987.984 <0.001

ASC 1.01±0.02   3.88±0.061）   1.23±0.043）   3.20±0.054） 3 018.173 <0.001

1） P < 0.001 vs. Sham group；2） P < 0.01，3） P < 0.001 vs. SNI group；4） P < 0.001 vs. EA group.

图 3  各组大鼠脊髓促炎性细胞因子及P2X7R/NLRP3信号通路相关蛋白Western blotting结果

Fig.3  Western blotting results of pro-inflammatory  factors and P2X7R/NLRP3 signaling pathway-related proteins  in  the spinal cord 

among rat groups
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BzATP可阻断该调控效果，表明EA通过靶向P2X7R

调 控 小 胶 质 细 胞 活 化 表 型［15］。P2X7R/NLRP3信

号通路是介导神经炎症反应的经典信号通路［16］。

P2X7R激活后可招募ASC组装NLRP3炎症小体，促

进caspase-1剪切活化，进而驱动促炎性细胞因子成

熟释放［16-17］。本研究中，SNI组大鼠脊髓信号通路关

键蛋白P2X7R、NLRP3、ASC、caspase-1及促炎性细胞

因子均呈高表达。EA可显著抑制该信号通路过度

激活，并下调促炎性细胞因子水平。BzATP干预则

可逆转EA的信号通路抑制与抗炎作用。提示EA通过

抑制P2X7R表达，阻滞NLRP3炎症小体活化，减少炎

症因子释放，进而缓解NP，与其他研究［18］结果一致。

穴位配伍是EA起效的重要基础，本研究选取足

少阳胆经环跳、阳陵泉配伍，这两个穴位可疏通下

肢经络、舒筋活络、缓急止痛，契合中医痹证选穴理

论，也与目前EA干预NP的经典取穴思路相符，为EA

临床选穴提供了实验支撑［19］。

综上所述，本研究证实，EA可通过抑制脊髓小

胶质细胞P2X7R表达，阻断P2X7R/NLRP3炎症信号

通路活化，抑制小胶质细胞过度增殖活化、减少促

炎性细胞因子释放，进而改善NP大鼠模型痛觉敏

化，而BzATP可逆转上述效应，进一步证实了P2X7R

是EA发挥抗炎镇痛作用的一个核心靶点。
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